Ekspresi Reseptor mediated endocytosis (RME) makrofag mice BALB/C meningkat setelah pemberian

asetat miristic forbol (AMF) by Prayitno, Adi
Adi Prayitno





Vol. 1, No. 1. Juni 2012
Ekspresi Reseptor mediated endocytosis (RME) makrofag mice BALB/Cmeningkat setelah pemberian
asetat miristic forbol (AMF)
Adi Prayitno
Bagian Ilmu Penyakit Gigi dan Mulut FK- UNS/Rumah Sakit Umum Daerah Dr. Muwardi.
Abstrak
Adanya reseptor-mediated endocytosis (RME) berarti agar terjadi selektivitas dan efektiftivitas
dalam menangkap makromolekul. Kinase C protein (KCP) yang dapat diekspresikan oleh hampir semua
sel adalah protein yang penting dalam alur sinyal transduksi yang berperan dalam sejumlah aktivitas sel.
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui peningkatan ekspresi RME setelah pemberian aktivator
KCP - asetate miristik forbol (AMF) yang ditandai dengan jumlah C. albicans yang menempel pada
permukaan sel makrofag.
Kultur makrofag peritoneal mencit BALB/c diberi perlakuan dengan memberikan AMF dari
kadar 5 ng/ml sampai 100 ng/ml selama 10 menit. Kemudian segera dimasukkan C. albicans dan diamati
setiap 30 menit selama 120 menit.  Rancangan penelitian yang digunakan adalah rancangan sama subyek.
Data yang dikumpulkan berupa banyaknya C. albicans yang menempel pada permukaan sel makrofag
dianalisis dengan uji statistik Anova (satu jalan) untuk memperlihatkan perbedaan diantara perlakuan-
perlakuan
Test statistik memperlihatkan perbedaan yang bermakna pada banyaknya C. albicans yang
menempel pada permukaan sel makrofag setelah pemberian berbagai macam kadar AMF (p<0,001).
Semakin tinggi kadar AMF yang diberikan, maka  semakin banyak KCP yang aktif, semakin banyak RME
yang terbentuk, semakin banyak C. albicans yang menempel pada permukaan sel makrofag. Penelitian
menunjukkan bahwa AMF dapat meningkatkan ekspresi RME pada makrofag. Saran yang dapat
diberikan bahwa penelitian lebih jauh tentang KCP, terutama pada makrofag, sangat dianjurkan.
Kata Kunci : AMF; RME; KCP; Fagositosis.
PENDAHULUAN
Keberadaan receptor-mediated endocytosis
(RME) itu artinya untuk selektivitas dan
efektivitas penangkapan makromolekul yang
mungkin berada dalam konsentrasi yang sangat
rendah dalam cairan ekstraseluler. Reseptor
dipunyai oleh sel untuk menangkap berbagai
macam tipe substrat, termasuk hormon, growth
factors, enzym-enzym, dan protein plasma.
Makromolekul di luar sel yang telah terkumpul
dan menempel pada permukaan sel atau
membran plasma akan membentuk cekungan
kedalam sel yang diartikan bahwa RME telah
menjadi pengikat yaitu reseptor di daerah tersebut
pada membran plasma, yang dikenal dengan
sebutan coated pit. Beberapa reseptor terkumpul
dalam coated pits pada waktu yang lama dengan
konsentrasi yang tetap di membran plasma. (1)
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Kinase C protein (KCP) adalah famili
protein yang dibedakan pada phospholipid-
dependent kinases - nya dan dibagi kedalam 3
kategori berdasarkan struktur dan kepentingan
kofaktornya. Kinase C protein sebagai isoenzyme
sangat berperan dalam alur sinyal transduksi.
Kinase C protein sangat berperan dalam
pertumbuhan sel, diferensiasi, metabolisme adan
aktivasi transkripsi, dimana sebagaian besar tidak
diketahui dengan pasti. (1, 2, 3)
Ester phorbol adalah alkohol polisiklik
yang merupakan derivat dari croton oil. Ester ini
sangat karsinogenik dan diketahui sebagai tumor
promoters. Ester phorbol akan mengaktivasi KCP
karena kemiripannya dengan diacylglycerol (DAG).
Aktivasi ester phorbol adalah persisten, karena
sangat mirip dengan DAG dan tidak dengan
segera didegradasi. (1, 2)
BAHAN DAN CARA
Tahap Persiapan - Kultur Sel
Makrofag yang didapatkan dari rongga
peritoneal mencit BALB/c dikerjakan dengan cara
seperti yang dilakukan oleh Colligan, dkk. dengan
beberapa modifikasi. (4, 5) Makrofag didapat
dengan menggunakan semprit suntik 10 ml dan
jarum 25G. Hasil yang didapat ditampung dalam
tabung pemusing ukuran 25 ml dan disimpan
dalam es. Kultur makrofag dilakukan pada piring
kultur dengan diameter 20 mm. Makrofag
dibagikan ke dalam sumur piring kultur sehingga
tiap sumur berisi rata-rata 1000 sel. Untuk
memudahkan pengecatan maka pada dasar
sumuran terlebih dahulu diletakkan gelas penutup
sebelum sel dimasukkan. Selanjutnya medium
kultur Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1640 (Sigma Chem. Co. St. Louis, USA)
dimasukkan ke dalam sumuran sebanyak 10 ml.
Penggantian medium dilakukan setiap 24 jam
sekali dan diinkubasi pada suhu kamar.
Pengaruh AMF sebagai aktivator KCP
Sebelum diberi perlakuan maka medium
kultur diambil dan kultur sel dicuci dengan PBS-
10F (PD : 137 nM-NaCl, 3 nM-KCl, 7 nM-Phosphat
Buffer, pH 7,4) dan selanjutnya diberi AMF (Sigma
Chem. Co., St. Louis, USA) selama 10 menit dari
kadar 5 ng/ml hingga 100 ng/ml pada
temperatur kamar. Setelah AMF di buang dan
dibersihkan dengan PBS-10F, ditambahkan C.
albicans kira-kira 200 sel
tiap sumur dan diamati setiap 30 menit selama 120
menit. (6)
Setelah waktu pengamatan selesai maka
gelas penutup yang ada di dasar sumuran yang
ada kultur selnya diambil dan dilakukan
pengecatan dengan Giemsa (MERCK). Mikroskop
Nikkon yang dilengkapi dengan alat foto
digunakan untuk mendokumentasikan hasilnya
dengan perbesaran kelipatan 100 yaitu setiap 30
menit selama 120 menit. (1)
Cara analisis
Penelitian ini dilakukan di laboratorium.
Sebagai variabel tidak tergantung adalah
konsentrasi AMF. Sebagai variabel tergantungnya
adalah banyaknya C. albicans yang menempel
pada membran permukaan sel makrofag. Dan
sebagai variabel terkontrolnya adalah waktu
pengamatan yang dilakukan setiap 30 menit. Data
yang dikumpulkan berupa banyaknya C. albicans
yang melekat pada membran permukaan
makrofag dianalisa dengan Anova (satu jalan)
untuk mengetahui perbedaan pada masing-
masing perlakuan. (7)
HASIL PENELITIAN
Tahap persiapan - Kultur sel
Disarankan menggunakan mencit yang
berumur 7-9 bulan demi untuk mendapatkan
makrofag yang representatif. Penggunaan
laminarflow dan selalu memakai sarung tangan
serta penutup mulut sangat disarankan demi
untuk mejaga sterilitas pekerjaan.
Pengaruh AMF sebagai aktivator KCP
Banyaknya C. albicans yang menempel
pada permukaan sel makrofag dapat dilihat pada
Tabel 1 dan Gambar 1 berikut ini.
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Tabel 1. Banyaknya C. albicans (sel) yang menempel pada membran permukaan makrofag pada berbagai
macam komsentrasi AMF.
______________________________________________________________________________
Konsentrasi AMF Rerata Rerata








Note : ng/ml : nanogram per mililiter.
# : jumlah total sel C. albicans yang melekat pada permukaan membran  sel makrofag .
Analisis Statistik
Analisa data menggunakaN Anova (satu
jalan) didapatkan perbedaan yang sangat
signifikan pada berbagai macam kadar AMF
(p<0,001).
PEMBAHASAN
Tahap persiapan - Kultur sel.
Pinocytosis and macropinocytosis
berhubuingan dengan masuknya cairan dan
molekul solubel ke dalam sel yang ditandai
dengan meningkatnya aktivitas metabolisme sel
tersebut. Proses fagositosis meliputi khemotaksis,
menangkap-memakan makromolekul (dengan
membentuk fagosom), mencerna (dengan
membentuk lisosom sekunder dan
berlangsungnya degradasi secara enzymatik) dan
mengeluarkannya kembali yang telah dalam
bentuk patikel-partikel kecil yang non antigenic. (8,
9).
Untuk mendapatkan sel makrofag yang
lebih banyak dapat digunakan
Adjuvans seperti Freuns Adjuvans Incomplete
maupun Complete atau pun Thyoglycolate. Dengan
Adjuvans rata-rata bisa didapatkan 10.000 sel per
mencit,
sedang dengan Thyoglycolate bisa didapatkan
hingga 10.000.000 sel per mencit. (4)
Menggunakan mencit berumur 7-9 bulan,
karena pada umur tersebut mencit telah dianggap
dewasa dengan demikian sel-sel
imunokompetennya juga telah memadai demi
untuk mendapatkan makrofag yang representatif.
Proses kultur sangat mengharapkan ruang yang
steril sehingga penggunaan laminarflow dan selalu
memakai sarung tangan serta penutup mulut
sangat disarankan.
Pengaruh AMF sebagai KCP
Beberapa sel mempunyai mekanisme
untuk memmasukkan bahan-bahan kebutuhannya
dari lingkungan luar sel ke dalam gelembung
sitoplasmik yang berasal dari pelekukan membran
plasma. Dengan adanya RME maka
makromolekul yang spesifik akan berikatan
dengan RME
yang terproyeksi pada permukaan luar dari
membran plasma. (2)
Semua KCP mempunyai amino-therminal
regulatory domain (20-70 kD) yang merupakan sisi
pengikat untuk untuk ester forbol. Domain ini
terbagi atas carboxyl-terminal catalytic domain (kira-
kira 45 kD) yang terdiri dari pengikat Adenosin
Tri Phosphat (ATP) dan sisi pengikat substrat
dimana keduanya dihubungkan oleh flexible hinge
region. (1, 2, 3, 10, 11) KCP konvensional tergantung
kalsium dan DAG atau ester forbol sebagai
kofaktornya, sedangkan KCP Novel hanya
tergantung pada DAG atau ester forbol. KCP
Atipikal tidak tergantung kalsium maupun DAG
untuk aktivitas maksimalnya. (3)
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Dari hasil penelitian diatas didapatkan
ada perbedaan yang sangat bermakna pada
banyaknya C. albicans yang menempel pada
permukaan membran makrofag mencit BALB/c
setelah pemberian berbagai macam kadar AMF
(p<0,001). Hal tersebut menunjukkan semakin
tinggi kadar AMF yang diberikan, maka  semakin
banyak KCP yang aktif, semakin banyak RME
yang terbentuk, semakin banyak C. albicans yang
menempel pada permukaan sel makrofag.
KESIMPULAN
AMF dapat meningkatkan ekspresi RME
pada makrofag.
Saran yang dapat dikemukakan adalah
penelitian lebih lanjut mengenai KCP, terutama
pada makrofag sangat disarankan
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